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論 文 内 容 要 旨
♪
ナ トリウム利尿 ペプチ ドは体液量 および血圧 の調節 に関与 す るペプチ ドホルモ ンで,現 在,心 房性 ナ ト
リウ ム利尿 ペプ チ ド(ANP),脳 性 ナ トリウム利尿 ペ プ チ ド(BNP),C型 ナ トリウム利 尿 ペ プ チ ド㌔一.
(CNP)の3種 が知 られて いる。
これ らの うち,ANPやBNPは 心臓 内圧 の上昇 などに対応 して心臓 より血 中 に分泌 され,血 管拡 張,'
利尿 およびナ トリウム利尿,ア ル ドステ ロン産生抑制作 用な どを介 して末梢血管抵抗 の低下 および体液量
の減少 に働 いてい る。 これ らの作用の発現 には血 管や腎臓,副 腎の細胞膜上に存在す る特異的な レセプター
に結合す ることが必要で あ り,レ セプターへ の結 合 は,膜 結合型 の グアニル酸 シク ラーゼの活性化 と,そ
れに続 いて細胞内cGMPの 上 昇を引 き起 こす と考 え られている。
ナ ト「リウム利尿 ペプチ ドの レセプターと して は,大 きく分 けて機能的 に異 なる2種 類の タイプの存在 が
知 られてい る。す なわ ち,生 理作用の発現 に関与 す ると考 え られて いる グアニル酸 シクラーゼー 体型の レ
セプ ター と,ク リアラ ンスに関与す ると考 え られてい るグアニル酸 シク ラーゼ非一体型の レセプターであ
る。 さらに最近,グ アニ ル酸 シクラーゼー 体型 の レセプ ターには2種 類 のサ ブタイプ(A型,B型)が 存.
在す ることも明 らか にな って いる。
生体 内物質 の生理機 能の解 明 には,そ れ らの特異 的な拮抗薬 の開発が重要 な役割 を果た して きた。ナ ト
リウム利尿 ペプチ ド.の場合,.ナトリウム利尿 ペプチ ドと構造的 に類似 したペ プチ ド性 リガ ン ドはい くっか
知 られてい るものの,い ずれ もグアニル酸 シクラーゼー体型の レセプ ターとグアニル酸 シクラー ゼ非一体
型 の レセプ ターとを弁別 し得 な いか,あ るい はグアニル酸 シクラーゼ非一体型 の レセプ ターを選択 的に認
識す る物質 であ り,グ アニル酸 シクラーゼー体型 の レセプターに選択性 の高 い拮抗物質 は見 出 されていな
か った。そのため,ペ プ チ ドお よびその レセプ ターの遺伝子や生体内分布,機 能な どに関 して は多 くの こ
とが明 らか にされて きた に もかかわ らず,そ の生理的,病 態生 理学 的役割 にっ いて は不 明な点 が残 ったま
まにな って い る。
HS-142-1は,著者 らが.A群θoδα8`伽配 に属 す る菌類 の培 養液 か らANPの 受 容体 結合 阻害 活性 を持
つ物質 として見出、した新規多糖類 で,直 鎖状 に β一1,6結合 した グルコースにカプロ ン酸が結合 した構造 を
有す る。本物質 は,ウ シ副 腎皮質膜 画分 などを用 いた検討 によ り,グ アニル酸 シクラーゼー体型 のナ トリ
ウム利尿 ペプチ ドレセプ ターに選択 的に結合す ることが判明 した。
本研究で は,ナ トリウム利尿 ペプチ ドの主要 な作用部 位 と考 え られ る腎臓,血 管 および副 腎において,
ナ トリウム利尿ペ プチ ドの作用 に対す るHS-142-1の機能的拮抗作 用にっいて検討 した。 ・
(1)腎 臓 にお ける作用 を調 べ るために,ラ ッ ト腎糸球 体および麻酔 ラッ トでのナ トリウム利尿 ペプチ ド
拮抗作用おタびそID選択性を檎討 し,次のような結果を得た。
(1)HS-142-1は糸球体 にお ける1251-ra七一ANP(1251-rANP)のレセ プ ターへ の結 合 を ほとん ど阻害 しな
か った。 しか し,rANPに よるcGMP産 生 に対 して は濃度依存的な産生抑制作 用を示 した。 ま た,糸 球
体膜画分を用 いたア フネニディー、・ク ロス リンキ ングにより,HS-142-1はグアニル酸 シク ラーゼー体型
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レセプターを選択 的に認識 して いる ことが確認 され た。
(2)HS-142-1は麻 酔 ラ ッ トにお い て,前 処 置 に よ りhuman-ANP(hANP)およ びporcine-BNP.
(pBNP)の静 脈内持続投与 による尿量,尿 中 ナ トリウム排泄量およ び尿 中cGMP排 泄量 の増加 を用量 依
存的 に抑制 した。 また,HS-142-1の後処置 は,hANPで 増加 して いる尿量,尿 中ナ トリウム排泄 量 お よ
び尿中cGMP排 泄量 を速 やかに減少 させた。一方,フ ロセ ミドの静脈 内投与 によ る尿 量 お よび尿 中へ の
電解質排泄量 の増加 に対 しては,ナ トリウム利尿 ペプチ ドによる反応 を抑 え る用 量 よ りも10倍 高 い用 量
のHS-142-1を前処 置 して もま った く影響 しなか った。
以上の ことか ら,HS-142-1は腎臓 の グアニル酸 シクラーぜ一体型 のナ トリウム利尿ペプチ ドレセプター
を選択的 に遮断す ることによ り,利 尿 およびナ トリウム利尿作用 に拮 抗す ることが示 された。.
invivOにおいて もグアニル酸 シクラーゼー体型 の レセブ.ター を選択的 に遮 断す る こ とが明 らか にな っ
た ことか ら,麻 酔 ラ ッ トに生理食塩水 を急性投与す る ことによ り体液 量増加 を引 き起 こ した時 に発現す る
利尿お よび ナ トリウム利尿 における内因性 ナ トリウム利尿 ペプチ ドの役割 にっいて検討 した。
(3)H:S-142-1は,麻酔 ラ ッ トへ生理食塩水 を急速静注す'ることによ り引 き起 こされ る尿量 およ び尿 中へ
のナ トリウム排泄量 の増加 に対 して,前 処置 で有意 な抑制作用を示 した。尿 中 へ のcGMP.排泄量 は容 量
負荷 によって増加 傾向を示す に とどま ったが,HS-1424の処置 によ り有意 な低下が認 め られた。
以上 の結果 は,急 性容量負荷 によ る利尿 およびナ トリウム利尿 の発現 に内因性 ナ トリウム利尿 ペプチ ド
が関与 して い.ることを示 してい る。
(H)血 管 にお けるHS-142-1のナ トリウム利尿 ペプチ ド拮抗作用 にっ いて調 べ るために,摘 出血管 にお
けるナ トリウム利 尿ペプチ ドの血管弛緩反応 に対す る拮抗作用 とその選択性 お よび麻酔 ラッ トにおけ る外
因性 ナ トリウム利 尿 ペプ チ ドに よる血圧低下 に対す る拮抗作用 につ いて検討 し以下 の結果 を得 た。
(1)HS-142-1は,ウサギ摘 出胸部大動脈 標本 にお いて,hANPお よびpBNPに よる血管弛緩反応 を濃度
依存 的に抑制 したが,ニ トロプ ルシッ ド,イ ソプ ロテ レノールおよびパパ ベ リンによ る血管弛緩反応 には
影響 しなか った。
(2)HS-142-1は,hANPおよびpBNPの 静脈 内投与 によ る血圧低下 に対 して1㎎/kgの前処 置 で抑 制傾
向を示 し,3㎎/㎏ の後処置で は低下 して いる血圧 を有意 に上昇 させた。
以上 の ことか ら,HS-142-1は血管 にお いて もナ トリウム利尿 ペプチ ドに選択 的な拮 抗作 用 を示 す こと
が明 らかにな った。
血管 におけ るHS-142-1の作用が グアニル酸 シク ラーゼー体型 レセプ ターへの直接 的な拮抗作 用 によ る
ものであ るζとを確 かめるために,ウ シ胸部 大動脈由来の初代培養平滑筋細胞 を用 いて検討 し,さ らにナ
トリウム利尿 ペプチ ドの レセプ ターの存在が知 られて いる内皮細胞を も用 いて レセプ ターサ ブタイプに対
す る選択性 にっ いて検討 した。
(3)初代培養平滑筋細胞 および内皮細胞 にお いて,HS-142-1は'251-rANPのレセプ ターへ の結 合 に対 し
て弱 い結合 阻害作 用を示 した。 しか し,ナ トリウム利尿 ペプチ ド(rANP,pBNP,pCNP)によ るcGMP
産生 に対 して は濃度依存 的で ほぼ完全 な抑制作用 を示 した。また,膜 画分を用 いた アフ ィニテ ィー ・クロ
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ス リンキ ングで は,平 滑筋細胞 での選択性 は明確 で はなかゐ・たが,内 皮細胞 では グアニル酸 シク ラーぜ一
体型 レセプ ターを選択 的に認識 してい ることが明 らか とな った。
以上 の ことか ら,培 養血 曹平滑筋細胞 および内皮細胞 で はグァニル酸 シク ラーゼ非一体型 レセプタ ≧ーが
その大部 分を 占めて いること,HS-142-1は,グアニル酸 シクラーゼー体型 の レセプ ター に対 す る選 択 的
な認識 遮断 によ りナ トリウム利尿 ペプチ ド拮抗作用 を発現す る と考え られ た。 、 ・
(皿)副 腎皮質 球状帯細胞 を用 いて,ナ トリウム利尿 ペプチ ドに よ るアル ドス テ ロ ン産生 抑制 に対 す る
HS-142-1の作用 を検討 し,こ れまで明確 な結論 が得 られていなか った,ANPに よるアル ドステ ロ ン産生
抑制作 用にお けるcGMPの 関与 にっ いて考察 を加 えた。
(1)HS-142-1はウシ副腎皮質球状帯細胞 において,ア ンジオテ ンシンHの アル ドス テ ロ ン産生 促進 に対
す るANPの 抑制作 用を濃度依存的 に解除 し,そ の有効 濃度 でANPに よ る細胞 内cGMPの 上昇 を抑制
した。 この二 っの現象 の間 には有意 な正 の相関が あることが見出 された。
したが って,副 腎皮質球状帯細胞 にお けるナ トリウム利尿ペ プチ ドの アル ドステ ロ ン産生抑制作用 は,・一・
ナ トリウム利尿 ペプチ ドによる細胞内cGMPの 増加を介 してい ることが明 らか とな った。
以上,.本研究 において,HS-142-1は,腎臓,血 管,副 腎のいずれ にお いて もナ トリウム利 尿 ペ プヂ ド
の グ アニル酸 シク ラニ ゼー 体型 レセプ タ 」の特異 的 な遮 断薬 で あ る こ とが明 らか に され た 。 ま た,
HS-142-1はナ トリウム利尿 ペプチ ドの作用 に対 して,invitroだけで な くinvivoにお いて も拮 抗作 用
を示 す ことか ら,内 因性 ナ トリウム利尿 ペ プチ ドの生理 的,病 態生理学的 な役割 を解析す る有用 な手段 と
な るであろ う。
＼
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ピ審 査 結 果 の 要 旨
1980年初頭に行われた研究により,心房抽出液中にペプチ ド性ナ トリウム利尿活性物質(ANP)の 存
在が示唆されて以来,心 臓はポンプ機構を持っ筋肉器官としてのみな らず,内分泌器官 として重要な生理
的役割を担 っていることが注目されてきた。ANPは心臓内圧上昇に呼応 して血中に分泌 され腎及 び血管
を主な標的器官 としてナ トリウム再吸収抑制及び血管弛緩を引き起 こすことが見出され,内 因性循環ペプ
チ ドとしてその生理的のみならず,循 環器系の病態における役割の解明が急がれている。このよ うな背景
か ら,ANP受容体に対する特異的拮抗薬の出現が強 く望まれていた。学位申請者佐野を含めた研究グルー
フ。は,微生物培養液のスク リーニングを行い,加rθobα8`4如m属菌類 に含 まれる新規多糖類(HS-142-
1)がANP受容体拮抗作用を示す ことを発見 した。
本研究論文は,HS442-1のANP受容体拮抗薬 としての薬理学的精査を行った内容を骨子と して いる。
本研究で解明された主な事項は以下のとお りである。H:S-142-1は,
1.ラット腎糸球体に存在するグアニル酸 シクラーゼー体型 レセプターを選択的に認識 し,ANPに よ る
cGMP産生を濃度依存的に抑制す る。
2.麻酔 ラットにおけるANP投与および急性容量負荷により引き起 こされるナ トリウム利尿反応 に拮抗
する。
3.ウサギ摘出大動脈標本におけるANPに よる血管弛緩反応を選択的に拮抗する。
4.麻酔 ラットにおけるANPの血圧下降作用に拮抗する。
5.ウシ培養血管平滑筋細胞および内皮細胞において,グ アニル酸 シクラーゼー体型 レセプターを選択的
に認識 ・遮断することによりANP拮抗作用を発現する。
6.ウシ副腎皮質球状帯細胞 において,ア ンジオテンシン皿誘起性 アル ドステロン産生促進に対す る
ANPの抑制作用を濃度依存的に解除 し,かっANPに よる細胞内cGMPの上昇を抑制する。
以上,H:S-142-1が腎臓,血 管,副 腎のいずれにおいてもANPの グアニル酸一体型受容体 に対 し特異
的な遮断薬であることを明 らかにした。また,ANPの生理作用に対 してinvitroのみな らずinvivoに
おいて も有効な拮抗作用を発揮することを明確に示 した。換言すれば,HS-142-1が最近急速 に進展 しっ
っあるANPお よびそのペプチ ドファミリーを含めた産生 ・分泌更に細胞内情報伝達系のステ ップに関す
る解明研究において,極 めて有力な薬理学的手段 となることを示 してお り,本研究分野における貢献は大
きい。
よって,本論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認ある。
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